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Gegenstand der Erfindung sind magneusche Partikel mit emer Glasoberflache Verfahren 

-R^gungeinesbiologischenMatenals.insbesonderevo^ 

^dungvonGIaspanikelninGegenw^ 

^ ^ ***** ^^-^nn.thoherKo^entrationJ 
Salzen in Losungen mit niedriger Konzentration an Salzen. 

Manche biologischenMateriaUen, insbesondere Nukleinsauren, stellen imHinblick auf ihre 
Isoberung aus der natOrlichen U mg ebung besondere Anforderungen. Zum einen sino^ft 

K 1 8 Tf K0n2entrati ° nen Vorhand - ™* anderen befinden sie sich oft in 
Nachbarschaft v,eler anderer fester und geloster Substanzen, die ihre Isolierung be- 
ztehungsweise Bestimmung, beeintrachtigen. 

7™ Nukleuu.auren aus ihrer naturlichen Umgebung vorzuschlagen. Aus Proc Nad 
C^genwmvonNatriumjodidingeniaWenemFlmtglasbeschrieben. 

In Anal. Biochem. 121, 382 - 387 (1982) ist die Reinigung von Plasmid DNA aus Bakterien 
an Glasstaub in Gegenwart von Natriumperchlorat beschrieben. 

m DE-A 37 34 442 ist die Isolierung von einzelstrangiger M13 Phagen-DNA an Glas- 
faserfiltern durch Ausfallung der Phagenpartikel mit Hilfe von Essigsaure und Lyse der 

sauren werden nach Waschen nut einem methanolhaltigen Puffer in Tris/EDTA-Puffer elu- 
iert. 
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Gegenstand der Erfindung sind magnetische Partikel rait einer auBeren Glasoberflache, die 
im wesentlichen porenfrei ist oder Poren eines Durchraessers von weniger als 10 nra auf- 
weist. Em weiterer Gegenstand sind ferromagnetische Partikel rait einer Glasoberflache 
VerfeteenzurlsolierungbiologischerMaterialien, insbesondere von Nukleinsauren, sowie 
Verfanren zur Herstellung magnetischer Glaspartikel. 

Als Partikd bezeichnet der Fachraann feste Material rait einera geringen Durchmesser 
M^chraat bezeichnet raan solche Partikel auch als Pigmente. Im Sinne der vorliegenden ' 
Erfindung smd besonders Partikel geeignet, die eine durchschnittliche Komgr6Be von 
wemger als 100 am haben. Besonders bevorzugt weisen sie eine durchschnittliche Korn- 
groBe von zwischen 10 und 60 m au f Bevorzugt ist die KomgroBenverteilung relativ 
horaogen, insbesondere liegen nahezu keine TeUchen < lOum oder > 60 ura vor. 

Als magnetisch werden Materialien bezeichnet, die durch einen Magnet angezogen werden 
kbnnen, d h. beispielsweise ferromagnetische oder superparamagnetic Materialien Als 
magnetisch werden auch Materialien verstanden, die als weich magnetische Materialien be- 
zeichnet werden, z. B. Ferrite. Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung sind ferro- 
mgnetische MateriaUen, insbesondere wenn sie noch nicht vormagnetisiert wurden. Unter 
Vormagnetisierung ist in diesem Zusararaenhang das Inkontaktbringen rait einera Magneten 
zu verstehen, wodurch die Reraanenz erhaht wird. Besonders bevorzugt sind ferroraagne- 
usche Materialien, wie z. B. Magnetit (Fe 3 0 4 ) oder Fe 2 0 3 . 

Unter einer auBeren Oberflache eines Partikels wird die zusararaenhangende Oberflache ver- 
standen, von der in Richtung auf die Umgebung des Partikels Senkrechte gebildet werden 
kdnnen, die dasselbe Partikel nicht noch einmal schneiden. 

Unter eine Pore wird eine Ausnehraung in der auBeren Oberflache des Partikels verstanden, 
bei denen die Oberflache soweit in das Partikel hineinreicht, daB eine in der Ausnehraung 
auf der Oberflache gebildete gedachte Senkrechte in Richtung auf die nachstliegende Um- 
gebung des Partikels das Partikel raindestens Imal schneidet. Poren reichen auBerdera tiefer 
als ein Radius der Pore in das Partikel hinein. 

Unter einem Glas im Sinne der vorliegenden Erfindung wird ein sUiciurahaltiges araorphes 
Matenal verstanden. Das Glas kann weitere MateriaUen enthaltenen, z. B. 
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Durch che Zugabe von Wasser wird der HydrolyseprozeB der Ausgangskomponenten in 
Gang gesetzt. Die Reaktion verlau ft relativ rasch, da die Alkaluonen katalytisch auf die 
Hydrolysegeschwindigkeit des Kieselsaureesters einwirken. Nach Ablauf der Gelbildung 
kann das entstehende Gel getrocknet und durch einen thermischen ProzeB zu einem Glas 
verdichtet werden. 

Das Mengenverhaltnis Sol/Pigment hat einen erheblichen EinfluB auf die Ausbeute an erfin- 
dungsgemaBenmagnetischen Pigment. Grenzen sind dadurch gegeben, dafl derPigmentan- 
teu so genng m. daB eine noch pump- und spruhfahige Masse entsteht. Bei zu geringem 
Pigmentanteil wird der FeinanteU, z. B. von nicht-magnetischem Material zu groB und st6rt 
Als im Hinbhck auf die Pigmentausbeute zweckmaBige Mengenverhaltnisse wurden 10 bis 
25 g Pigment/100 ml Sol gefunden. 

Die Aufschlammung wird zur Entstehung eines Pulvers bevorzugt durch eine Duse ver- 
spruht und das Aerosol auf einer Fallstrecke getrocknet. Die Duse wird bevorzugt geheizt, 
urn d,e Trocknung der Aufschlammung zu beschleunigen. Abnangig von der Geometrie der 
Duse betragt d«e DQsentemperatur bevorzugt ca. 120 bis 200°C. Ein KompromiB wird ge- 
funden durch ausreichende Verdampfungsgeschwindigkeit, jedoch Vermeiden von Ver- 
spntzen. 

Im Knblick auf die Ausbeute ist die Verdichtungstemperatur m6glichst hoch zu wahlen 1st 
ae jedoch ru hoch, verkleben die Partikel untereinander und es bilden sich Agglomerate, die 
herausge SI ebt werden soUten. Die Nachbehandlung unter Luft fiihrt bei zu hohen Tempera- 
turen zu einem Veriust der magnetischen Eigenschaften, weshalb zu hohe Temperaturen 
vermieden werden sollten. 

Unter eber im wesentlichen porenfreien Oberflache wird eine Oberflache verstanden, die zu 
wemger als 5 %, bevorzugt weniger als 2 %, besonders bevorzugt weniger als 0. 1 %, mit 
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Die Glasoberflache der erfindungsgemaflen ferromagnetischen Partikel kann porenfrei sein 
Oder aber Poren enthalten. Aus den oben genannten Grunden fur die erfindungsgemaflen 
magnetischen Partikel ist es bevorzugt, dafl die auflere Oberflache auch der ferromagne- 
tischen Partikel im wesentlichen porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger 
all 10 nm aufweist. Auch die erfindungsgemaflen ferromagnetischen Partikel haben bevor- 
zugt eine KomgrOfle zwischen 10 und 60 urn, besonders bevorzugt 20 und 50 urn Be- 
sonders bevorzugt sind Partikel, bei denen eventuell in der Oberflache vorhandene Poren 
emen Durchmesser von weniger als 10, besonders bevorzugt 1 nm haben. Ein Beispiel fur 
einen erfindungsgemaflen ferromagnetischen Partikel ist der oben genannte Verbundstoff 
aus Glimmer- und Magnetitpartikeln, umschlossen von einer Glasschicht. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur IsoUerung eines biologischen 
Materials durch 

- Inkontaktbringen einer Probe, die das biologische Material in einer Fliissigkeit enhalt, 
mit den erfindungsgemaflen magnetischen Partikeln oder den erfindungsgemaflen 
ferromagnetischen Partikeln unter Bedingungen, bei denen das biologische Material an 
die Partikeloberflache bindet, und 

- Abtrennung des biologischen Materials von der Fliissigkeit. 

Unter biologischen Materialien werden Materialien auf partikularer oder molekularer Basis 
verstanden. Hierzu gehoren insbesondere Zellen, z. B. V.ren und Bakterien aber auch 
humane und tierische isolierte Zellen, wie Leukozyten, sowie immunologisch aktive nieder- 
und hochmolekulare chemische Verbindungen, wie Haptene, Antigene, AntikSrper und 
Nukleinsauren. Besonders bevorzugt sind Nukleins&uren, z. B. DNA oder RNA. 

Proben im Sinne der Erfindung sind beispielsweise klinische Proben, wie Blut, Serum, 
Mundspulflussigkeit, Urin, Zerebralflussigkeit, Sputum, Stuhl, Punktate und Knochenmark- 
proben. Die Probe kann auch aus dem Bereich der Umweltanalytik, der Lebensmittelanaly- 
Uk oder der molekularbiologischen Forschung, z. B. aus Bakterienkulturen, Phagenlysaten 
und Produkten von Amplifikationsverfahren, z. B. PCR, stammen. 

Erfindungsgemafl haben die magnetischen Partikel einen inneren Kern, auf den die auflere 
Glasoberflache aufgebracht ist. Bei dem Kern kann es sich urn einen Verbundstoff, jedoch 
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der Art des b,olog,schen Materials ab, sind jedoch prinzipiell bekannt. Sie richten sich auch 
nach der Art der Bindung, uber die das biologische Material an die Oberflache gebunden 
wird Sollen beispielsweise immunologische Wechselwirkungen fiir die Bindung ausgenutzt 
werden, so mUssen Bedingungen gewahlt werden, die fiir die Bildung von Immunkomplexen 

Uber die Gruppen der Nukleinsauren meglich, die die Modifizierung darstellen, z. B. Biotin 
Uber d,e Bmdung an mit Streptavidin beschichtete Oberflachen. Insbesondere bei Nuklein- 
sauren at jedoch der Fall der direkten Bindung von Nukleinsauren an Glas bevorzugt, unter 
^derem deshalb weil sich eine Modifizierung der Nukleinsauren eriibrigt und schon native 
Nuklemsauren gebunden werden kOnnen. Die Bindung nativer Nukleinsauren an Glaspar- 
Ukel kann analog zu Verfahren des Standes der Technik erfolgen. Bevorzugt erfolgt sie in 
Gegenwart chaotroper Salze, wobei die Konzentrauon dieser Sake When 2 und 8 mol/l 
betragt, bevorzugt 4 bis 6 mol/l. Bei chaotropen Salzen handelt es sich z. B. urn Natrium- 
jodit, Natnumperchlorat, Guanidininiumthiocyanat, Guanidiniumisothiocyanat oder Guani- 
duuumhydrochlorit, ist jedoch nicht aufdiese Verbindungen beschrankt. 

Zum Inkontaktbringen der Probe mit den Partikeln wird die Probe mit den Partikeln ver- 
nuscht und fiir eine fur die Bindung ausreichende Zeit inkubiert. Die Lange der Inkubation 
^ dem Fachmann in der Regel aus der Behandlung mit nicht-magnetischen Partikeln be- 
kannt, erne Optimierung ist durch Durchfiihrung einer Bestimmung der Menge an immobui- 
s,ertem baolog.schem Material an der Oberflache zu verschiedenen Zeitpunkten mOglich 
Fur Nuklemsauren kOnnen Inkubationszeiten zwischen 10 Sekunden und 30 Minuten 
zweckmaBig sein. 

Je nach GrODe und Art der magnetischen Partikel findet schon wahrend der Inkubationszeit 
erne Separation der Partikel von der EOssigkeit statt oder erhalt sich die Suspension Uber 
langere Zeat. Wenn die Partikel eine sehr kleine KorngrOBe aufWeisen und superpara- 
magneusch sind, erhalt sich die Suspension Uber einen langeren Zeitraum. Handelt es sich 
Jim Parukel mit einer grOfleren KorngrOfle, so findet bereits wahrend der Inkubation eine 
langsame Separation der Partikel von der FlUssigkeit statt. Insbesondere wenn es sich urn 
ferromagnetische Partikel handelt, bilden sich solche Aggregate. FUr den bevorzugten Fall 
dafi che ferromagnetischen Partikel nicht vormagnetisiert sind, ist eine besonders schonende 
Separation gewahrleistet. 

Die ^ImmobiUsierung findet bevorzugt nicht durch Ausfallung durch Erniedrigung der L6s- 
bchkeu der zu immobilisierten Materialien statt. Stattdessen beruht die ImmobiUsierung auf 
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Elutionspuffer Tris. In einer anderen besonderen Ausfuhrungsform handelt es sich bei dem 
Elutionspuffer um entmineralisiertes Wasser. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform kann das beschriebene Reinigungs- und Isolierungsver- 
fahren im AnschluB an eine immunomagnetische Separation von ZeUen (2. B. virale Partikel 
Oder prokariontische brw. eukariontische Zeuen) aus einer KorperflOssigkeit oder einem 
Gewebe erfolgen. Hem, wird die Probe mit magnetischen Partikeln, an welche ein Anti- 
kbrper ge gen ein Antigen auf der ZeUe immobUisiert ist, 2. B. unter Schutteln inkubiert 
Solche Partikel konnen erfindungsgemaBe Partikel sein, aber auch kftufliche (2 B MACS 
Microbeads der Firma Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, BRD). Nach Anlegen 
ernes Magnetfeldes erfolgen ein oder mehrere Waschschritte mit einer salzhaltigen 
WaschJosung. Man erhalt Partikel, an welche die gewunschten Zellen gebunden sind. 
SchheBlich werden die gebundenen ZeUen in einem salzhaltigen Puffer resuspendiert In 
einer bevomigten Ausfuhrungsfonn ist dieser salzhaldge Puffer eine chaotrope Sakldsung 
so dafl die in der Zelle vorhandenen Nukleinsauren aus den ZeUen freigesetzt werden. ' 

Durch {Combination der oben beschriebenen IsoUening von ZeUen mit der ebenfaUs be- 
schnebenen IsoUening von Nukleinsauen, bevorzugt in ihrer nativen Form, an den erfin- 
dungsgemfiBen magnetischen Partikeln, ergibt sich ein besonders vorteilhaftes Verfahren 2ur 
bohemng von Nukleinsauren aus 2ellhaltigen Proben. VorteU dieser Ausfuhrungsform ist 
die mogUche Einfachheit (Single-Tube-Methode), hohe Sensitivitat (besonders wichtig in 
der medizimschen Mikrobiologie und Onkologie) und die leichte Automatisierbarkeit. 

Die als Folge der erfindungsgemaBen Verfahren isolienen biologischen Materialien k6nnen 
nun in behebiger Weise weiter verwendet werden. Beispielsweise kannen sie als Substrat fur 
ver^hiedene eruymatische Reaktiorien verwendet werden. Im FaUe der Nukleinsauren seien 
als Beispiel die Sequenziening, die radioaktive oder nicht-radioaktive Markiemng die 
Ampliation einer oder mehrerer in ihr enthaltender Sequeruen, die Transition, die 
Hybndisierung mit markierten Sondennukleinsauren, die Translation oder die Ligation ge- 
nannt. Em Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, daB die Abtrennung des biolo- 
gischen Materials von der Fliissigkeit sehr einfach ist. Im Stand der Technik wurde zur 
Sepanerung von Glaspartikeln von Vemnreinigungen entweder ein Zentrifugationsschritt 
angewandt, oder im Falle der Bindung des biologischen Materials an Glasfibeifilter die 
Flussigkeit durch diese Flussigkeit gesaugt. Hierbei handelt es sich um einen Umitierenden 
Schntt, der die Verarbeitung von groflen Probeiuahlen behinden. 
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de* AnschlieBend findet die Zerstcirung der Zelien statt, die sogenannte Lyse. Eine Mog- 
hchken m durch die Behandlung der Zelien nut chaotropen Salzen gegeben. Andere M6g- 
hchkeiten sind die Einwirkung von Proteinasen und Detergenzien. 

Zu der Lysemischung werden in der bevorzugten Ausfiihrungsfonn die erfindungsgemaBen 
Partikel zugegeben. Nach einer geeigneten Einwirkungszeit, die Qber die Beladung der 
Oberflache mit Nukleinsauren optimiert werden kann, werden die Partikel von der sie um- 
gebenden FlQssigkeit, die weitere und nicht nachzuweisende ZeUbestandteUe enthalt, ge- 
trennt. Dies geschieht wiederura bevorzugt durch Anlegen eines magnetischen Feldes 
mrttels eines Magneten an der Gefaflwand. 

Um eventuell noch anhaftende Verunreinigungen zu entfernen, wird bevorzugt mit einer 
Fluss.gke.t gewaschen, die so ausgewahlt wird, dafl die zu bestimmenden Nukleinsauren 
sich mcht von der Glasoberflache ablosen. Zur Entfemung der Nukleinsauren von der Glas- 
oberflache wird ein sogenannter Elutionspuffer zugegeben, derReagenzbedingungenauf- 
we.st, unter denen sich die Nukleinsauren von der Glasoberflache tosen. Dies sind insbe- 
sondere Niedngsalzbedingungen. Je nach beabsichtigter Weiterbehandlung der Nuklein- 
sauren kann d.e FlQssigkeit nun von den Partikeln getrermt und weiterbearbeitet werden. Es 
«st bevorzugt, diese Abtrennung bei anliegendem Magnetfeld vorzunehmen, so daB die Par- 
tikel separiert voriiegen. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung naher. 
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Beispiel 1 

Hung der t»rfind., nr 



Soll(Si0 2 :B 2 03=7:3): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml tt„„Ht, iu 

86,6 1 TetraethylorthosUil "** ™" RQhren ^urchgefUhxt. 

+ 7 ml wasserfreies unvergaUtes Ethanol 
+ 14,1 ml 0,15 MHC1 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches hri b. 

+ 37,8mlTrimethylborat. P Ie ™e,se die Zugabe von 

AiBchlieBendwirdda S Sol2Stu n denbei50«'C Be h a ^ r. , 
+ 14,lmlO,15MHCl C « e ^ ten - Danach erfolgt die Zugabe 



Devon 



Sol2(Si0 2 :B 2 03 = 4:l): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml R..„Hi™ik 

100,5 mlTetrcemylor^ 

+ 7 ml wasserfreies unvergaUtes Ethanol 

+ 16,3ml0,15MHCl 

•* erfolg, rn.pfenwe.se d,e ZugA. von + 25,6 ml Trimahvl- 



borat. 



AnschUeOend wird das Sol 2 Stunden bei 50 °C sehalten n 

+ 16,3 ml 0,15 MHC1 L geMten - *Wh erfolgt die Zugabe 



von 



Sol3(Si0 2 :B 2 0 3 = 85:15) : 

Die Synthese wurde in einem 250 ml R.,«^iu 

107,8 mlTetraemylormosUicaf n " ter ^ 

+ 7 ml wasserfreies unvergaUtes Ethanol 

+ 17,5 ml 0,15 MHC1 
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Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geruhrt wird 
b,s es emphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von + 19,4 ml Trimethyl- ' 
borat. 

^Trfols MHQ 2 StUnd6n 50 ° C 8ehalten ' DanaCh Clf0lSt dlC ZU8abe V ° n 
Sol 4 (Si0 2 :B 2 0 3 - 4: 1; 2 Mol% P 2 0 5 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Riihren durchgefuhrt 

100,5 ml Tetraethylorthosilicat 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 16,3 ml 0,15 MHC1 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geruhrt wird 

bis es emphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25, 6 ml Trimethylborat 

AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 °C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 16,3 ml 0,15 MHC1 
+ 1.63gP 2 0 5 

Sol 5 (Si0 2 :B 2 0 3 = 4: 1 Mol% A1 2 0 3 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Ruhrem durchgefuhrt 

100,5 ml Tetraethylorthosilicat 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 16,3 ml 0, 15MHC1 

Es entsteht ein rweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geruhrt wird 

bis es emphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25,6 ml Trimethylborat. 

^I^S^M 2 StUndCn 50 ° C 8ehaltea DanaCh erf ° ,gt die Z ^ abe ™ 
+ 3,06gAlCl 3 

Sol 6 (Si0 2 :B 2 0 3 = 4: 1 Mol% ZrO^: 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Rohren durchgefuhrt 
100,5 ml Tetraethylorthosilicat 
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+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 16,3 ml 0,15 MHC1 

+ 25,6mlTranethylborat s««von 

1 ^^.^ ^Wproylat, 70 Gew.o/, Lsg in l-P r0 panol 
Anschhe0endwirddasSol2Stunrf M »,^< rt o^ . 

+ I« ml 0,15 MHCI 50 ° *° MU "- Da ™* ■** dieZugrte 



be von 



So. 2 b* ,60 -C JSZZZTV? " ' W " 0 ° C ' * to * 



Beispiel 2 

Herstelli 



agSteilHBg von GMP1 fiMP, ^ ^ n? g , 



.W.^enwll ^ • — ft— *B*^ , umerfc^Be. 
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GMP 1 


GMP 2 


GMP 3 


GMP 4 


Alteruns des Sols fh) f30°O 


36 


36 


36 


36 


Pigmentanteil des Sols te/ion mh 


c 

J 


15 


8 


20 


Luftstrom der Duse (%) 


100 


100 


100 , 


100 


Luftdruck (bar) 


6 


6 


6 


3 


Diisentemperatur (°Q 


135 


120 


130 


143 


Verdichtun^stemperatur f °Cn 


534 


534 


534 


615 


02-Nachbehandlune (1 Stunde) 


(300°C) 


(300°C) 


300°C) 


(400 e C) 


Ausbeute an Pigment 


niedrig 


hoch 


mittel 


hoch 


DNA-Ausbeute 


niedriR 


hoch 


hoch 


hoch 



Beispiel 3 



PCR Probepyprhereityp R ans hnmrwn Vollhlnt ™t m? ?r ^ chen 
Isolierung der Nukleinsaure 

Von drei Glasmagnetpartikel-Chargen (GMP2 - 4) wurden je ca. 10 mg in Eppendorf 
Reakt,onsgefaBen vorgelegt. Die genauen Einwaagen sind in Tabelle 1 angegeben, es 
wurden Dreifach-Bestimmungen durchgefiihrt. 

Zu je 200 m aufgetautem Vollblut wurden 40 ul Proteinase K (20 mg/ml, hergesteUt aus 
Lyophihsat) pipetiert und sofort gemischt. AnschlieBend wurden 200 ul Bindepuffer (6 M 
Guanidin-HCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM Harnstoff, 30 % Triton X-100, pH 4 4) zugege- 
ben, gemischt und fur 10 Minuten bei 70»C inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul i-Propanol 
wurde fur 10 Sekunden auf dem Vortex-Mischer gemischt, die Probe fur 20 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert und abermals fur 10 Sekunden wie vor gemischt. Die Magnet- 
separauon erfolgte fur wenigstens 30 Sekunden im Magnetpartikelseparator von Boehringer 
Mannheim (Id,Nr. 1 641 794). Der Oberstand wurde abgenommen und wie weiter unten 
beschrieben analysiert. 
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Waschen). Nun wurden Hi. m u • ^ farblos war ('nsgesamt 4 x 



AufarbeitungdesOberstandes 



«l tan mi. 2 x 200 u| 7ov „ ™" Wd tunl ,rocke " "Mrifugien 

emeuteZentri- 



AMly* der El-ate U nd des P,oben(M«r a ^ es 



Verschieden Verdiinnungen der Eluate ^ *• 

i vennessen. 
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Zwei 5 ul Aliquots der Eluate wurden aJs Doppelbestimmung durch Expand™ Long 
Template PCR (Boehringer Mannheim, Id,Nr. 1681834) mit spezifischen Primern fiir das 
menschliche tPA-Gen (erwartete Produktlange 15 kb) iiberprtift. 



M"* * pro Ansatz 

dNTP.je 100 mM f^T 

Primer 1, 200 ng/ul 1 pi 

Primer 2, 225 ng/ul 1 u l 

H2O, buot 17 |il 



Mi* n pro Ansatz 

Expand™ Puffer, lOx 5 ul 

Expand™ Polymerase 0,75 ul 

HiO, wdot 19,25 ul 



20 pi 



25 M l 



Mix I wird in ein dimnwandiges PCR-Tube vorgelegt mit 5 ul Eluat versetzt und Mix II zu- 
gegeben. Der Ansatz wird kurz gemischt und mit 30 ul Minearalbl uberschichtet. Die An- 
satze werden in.einem Perkin-Elmer Thermocycler 9600 mit folgendenProgramm amplifi- 



aert: 



2 Minuten 

10 Sekunden 
30 Sekunden 
12 Minuten 

10 Sekunden 
30 Sekunden 
12 Minuten + 
20 Sekunden pro Zyklus 

7 Minuten 
anschlieflend 



92°C 

92°C 
65°C 
68°C 

92°C 
65°C 
68°C 



68°C 
7°C 



lOZyklen 



20Zyklen 



Die 50 ul PCR Ansatze wurden mit 10 pi Proben-Puffer versetzt und davon 45 ul in einem 
0,8 %igen Agarosegel elektrophoretisch bei 120 V fiir 90 Minuten aufgetrennt. 
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Ergebnisse 




2.£luat 1:8 



Aus- 260/28 
beute 



3. 

Ehiat 
260 280 

nm am 

0,057 QjoST 
0,041 0.049 



1:4 

Aus- 
beute 

23 ng 
1.6 ng 



260/28 ^ 

0 Eluate 

0.9 23,9 jig 

0,8 18,8 jig 




0,9 34,8 ug 

UO 54,0 jig 

0,8 36.9 ji fl 

0,8 22,8 ug 

0.9 223 ug 

0,8 24.3 j 

200 jilBIut 



Die Analyse der Eluate im Agarosegel (TIG ™« „■ 

, tiuai zeigt nur noch erne gennge Nukleinsaurekonzentminn in a 

m. ex^ PCR , iefOT ^ ProbCT) bu 

gute und speziSsche AmpMkadorcprodufa. Mi. ,. . 8 
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15 kb Expand 1 " PPR 








l.Eluat 


2. Eluat 


GMP/2 


1 


fehlt 


+ + 




2 


+ 


+ 


+ + 




3 


+ 


+ 


fehlt 


GMP/3 


I 


+ 


+ 


+ + 




2 


(+) 


+ 


+ + 




3 




<+) 


+ + 


GMP/4 


1 


+ 


+ 


+ + 




2 


+ 


+ 


+ (+)• 




3 


+ 


+ 


fehlt 


K, BM Kontroll DNA 



Tabelle 2. Ergebnisse Expand™ PCR 



In HG. 3 ist ein Gel mit den Reaktionsprodukten nach PCR-Amplifikation gezeigt. 
MWM m ist ein Molekulargewichtsmarker (Huat 1, oben; Eluat 2, unten). 

Beispiei 4 

Bindnnq von DNA-LanPftnstandard an m.^- yhe GlasnartiM 

1. Vorbereitung der magnetischen Glaspartikel 

Von der Glasmagnetcharge GMP4 wurden 12 mg in Eppendorf-ReaktionsgefaCe vorgelegt. 

2. Lyse und Bindung 

In einem 1,5 ml Eppendorf-GefaB mit 12 mg magnetischen Glaspartikeln werden 900 pi 
Lysis-Puffer (4.6 M GuSCN, 45 mM Tris, 20 mM EDTA, pH 7,3) und 100 pi DNA-Probe, 
in der modellhaft DNA-Langenstandard III von Boehringer Mannheim (Katalog-Nr. 
528552) eingesetzt wurde, 2 bis 10 sec. gemischt, bis eine homogene Suspension entsteht. 
Die Lfisung wird 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, wobei alle 5 min gemischt wird. 

Die Magnetseparation erfogt fur mindestens 15 sec in einem Magnetpartikelseparator. Der 
Oberstand wird abpipettiert. 
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3. Waschen und Trocknen 

Nach Entfernung des Acetons werden die Partikel in «; k • • 

nem Deckel getrocknet. * 56 ° Heizblock bei 

4. Elution der DNA 

DUDNA 1 ™ dmiMx50)<IElutioilspuff(!r00iiiM 

"dem 10 ni, unler mehmali s ™™TA, pH 8.0) eta*. 

5. Analyse der Eluate 
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Die Ausbeute an DNA mit magnetischen Glaspartikeln ist in Tabelle 1 dargestellt 



Similar 
Nr. 


DNA -Merge 
imSun 
dirdfnitl 


Helligkcitsintens. 
Standard (MeBwert) 
freJ.Einheiten| 


Probe 
Nr 


Pigment/ 
uead-lyp 


Helligkciuimens. enccfanete DNA- 
Probe (MeBwert) Mcngc auf 
rrtLEinheitenf Gel fnel 


errecfaneteDNA- 
Mcngc m 


Recovery 
[94] 


1 

2 
3 


200 
175 
150 


65 
56 
51 


1 

2 


GMP4 


45 139 
120 


695 
600 


69,5 
60,0 


4 


125 


44 












5 


100 


37 












6 


75 


25 












7 


50 


17 












8 


25 


9 












9 


10 


4 













Tabellel . Ausbeute an DNA-Langenstandard DI mit magnetischen Glaspartikeln 

Das Agarosegel, das als Grundlage ftr die quantitative Auswertung diente, ist in FIG. 4 
dargestellt. Es handelt sich um ein l% ig es Ethidiumbromid-gefarbtes Agarosegel. Spur 1 bis 
10 entspricht einer Verdunnungsreihe von DNA-Langenstandard m. 1: 1 Mg DNA 2: 
200 ng DNA 3: 175 ng DNA 4: 150 ng DNA 5: 125 ng DNA 6: 100 ng DNA 7: 75 ng 
DNA8:50ngNDA,9:25ngDNA 10: lOngDNA 



Spur 1 1 und 12 entspricht der von den magnetischen Glaspartikeln eluierten DNA bei Ein- 
satz von 200 ng DNA-Langenstandard. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



0) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(0 ANMELDER. 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhoferstr. 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68298 

(G) TELEFON: 0621 759 4348 

(H) TELEFAX: 0621 759 4457 

00 BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Magnetisches Pigment 

(Hi) ANZAHL DER SEQUENZEN 2 
(iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG' 

(A) DATENTRDGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER IBMPC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln R ele ase #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 

(0 SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(H) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "OUgodeoxyribonukleotid- 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(X0 SEQUENZBESCHRED3UNG: SEQ ID NO: 1: 



WO 96/41811 



PCT/EP96/02459 



-25- 



ACTGTGCTTC TTGACCCATG GCAGAAGCGC C1TC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(u) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 

(iu) HYPOTHETISCH: NEIN 
(xi) SEQUENZBESCHREBUNG: SEQ ID NO: 2: 
CCTTCACTGT CTGCCTAACT CCTTCGTGTG TTCC 
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PatentansprQche 

1 



emen Du "*"=»er »o„ weniger ab 1 „m haben. 

- ^^ngdesbiologischenMaterialsvonderHQssigke^ 

7- Verfahren gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei de m W , 
gischen Material urn Nukleinsauren handelt. 0l °" 

8- Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren durch 

Fhb-gktt enthalt, nut magnetischen Partikeln mit GlasobelTh T & 

gungen, bei denen die Nukleinsauren in native" For! I v ^ 

den kannen und 0m dle G ^berflache bin- 

- Abtrennung der gebundenen Nukleinsauren von der Flussigkeit. 
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9. Verfahren gemaQ einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafl die Ab- 
trennung mit Klfe eines Magneten geschieht. 

10. Verfahren gemaO einem der Ansprtiche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die 
magnetischen Partikel beim Inkontaktbringen mit der Probe nicht vormagnetisiert 
sind. 

1 1. Verfahren zur Herstellung magnetischer Glaspartikel durch 

- Bereitstellung eines magnetischen Kernes und 

- Umschliefien des magnetischen Kernes mit einer im wesentUchen porenfreien 
Glasoberflache. 

12. Verfahren gemaJJ Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, dafl das Umschlieflen die 
Abscheidung eines Sols auf der Oberflache und das anschUeBende Verdichten des Sols 
beinhaltet. 

13. Verwendung ferromagnetischer Glaspartikel zur Isolierung von Nukleinsauren in 
nativer Form. 
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Specimen 



Zugabe von 
Bead-AK-Komplex 



Immunomagn. 
Separation 



■ 

I 

-of 



FIG I 



Specimen-Spezif. 
Vorbehandlung 



Waschen 



Lysis der Zeilen 

mrt chaotropen Salzen 



Zugabe von 
magn. Glaspartikeln 



Magnet. Separation von 
NA-Glaspartikel-Komplex 



Waschen 

Zugabe von Elutionspuffer 



Elution von NAs 



I 

■ 

i 



^ = Nudeinsaure 

» Analyt (Partikei, ZeOe) 
• = Bead 



= Antik6rper 
• = ZelferuchstOcke 



ERSfiTZBLATT (REGEL 26) 
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FIG 3 



ERSATZBLATT (REBEL 26) 
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